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刘建卫,赵舒武∗
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　 　 【摘要】 　 目的　 鉴定肠上皮 Tlr4 特异性敲除(Tlr4f / f
 

cre
 

T)鼠,评价其免疫学特征。 方法　 应用 CRISPR / Cas9
技术构建 Tlr4f / f

 

cre
 

T 基因鼠,PCR 和免疫荧光鉴定 Tlr4f / f
 

cre
 

T 基因鼠基因型,观察基因鼠的一般生物学特征、繁殖能

力和子代存活率。 HE 染色、流式细胞术及 ELISA 比较基因鼠和野生型小鼠免疫器官结构、肠黏膜免疫细胞比例及细

胞因子分泌水平差异。 结果　 从基因和蛋白水平验证 Tlr4f / f cre
 

T 基因鼠的建立。 与野生型鼠比,Tlr4f / f
 

cre
 

T 基因鼠

的一般生物学特征无明显差异、子代存活率
 

>
 

90%;胸腺、脾及肝生理结构无显著性差异;脾淋巴细胞增殖能力、血清

及肠黏膜细胞因子分泌水平无显著性差异;但 CD4+ T 和 γδT 细胞显著减少。 结论　 成功构建了肠上皮 Tlr4 特异性敲

除小鼠(Tlr4f / f
 

cre
 

T),为研究肠上皮 Tlr4 基因在肠道疾病、肿瘤及代谢性疾病中的作用提供实验手段。
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【Abstract】　 Objective　 To
 

study
 

the
 

role
 

of
 

intestinal
 

epithelial
 

Tlr4
 

in
 

systemic
 

immune
 

effects
 

by
 

establishing
 

a
 

mouse
 

model
 

of
 

conditional
 

Tlr4
 

knockout
 

in
 

intestinal
 

epithelia. Methods 　
 

Intestinal
 

epithelial
 

cell-specific
 

Tlr4
 

gene
 

knockout
 

mice
 

(Tlr4f / f
 

Cre
 

T)
 

were
 

established
 

by
 

CRISPR / Cas9
 

technology.
 

The
 

genotype
 

of
 

Tlr4f / f
 

Cre
 

T
 

mice
 

was
 

identified
 

by
 

PCR
 

and
 

immunofluorescence.
 

The
 

general
 

biological
 

characteristics,
 

reproductive
 

capacity,
 

and
 

offspring
 

survival
 

rate
 

were
 

also
 

investigated.
 

Differences
 

in
 

immune
 

organ
 

structures,
 

the
 

intestinal
 

mucosal
 

immune
 

cell
 

ratio,
 

and
 

cytokine
 

secretion
 

levels
 

between
 

wildtype
 

and
 

Tlr4f / f
 

Cre
 

T
 

mice
 

were
 

compared
 

by
 

HE
 

staining,
 

flow
 

cytometry,
 

and
 

ELISAs.
 

Results　 Establishment
 

of
 

Tlr4f / f
 

Cre
 

T
 

mice
 

was
 

verified
 

at
 

gene
 

and
 

protein
 

levels.
 

Compared
 

with
 

wildtype
 

mice,
 

Tlr4f / f
 

Cre
 

T
 

mice
 

had
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

general
 

biological
 

characteristics
 

and
  

offspring
 

survival
 

rate
 

of
 

>
90%.

 

No
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

physiological
 

structure
 

of
 

the
 

thymus,
 

spleen,
 

or
 

liver,
 

proliferation
 

of
 

splenic
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lymphocytes,
 

and
 

serum
 

cytokine
 

level,
 

and
 

intestinal
 

mucosa
 

were
 

found
 

between
 

the
 

two
 

groups.
 

However,
 

the
 

number
 

of
 

CD4+
 

T
 

and
 

γδT
 

cells
 

appeared
 

to
 

be
 

significantly
 

low
 

in
 

Tlr4f / f
 

Cre
 

T
 

mice.
 

Conclusions　 The
 

intestinal
 

epithelial
 

cell-
specific

 

Tlr4
 

gene
 

knockout
 

mouse
 

model
 

was
 

successfully
 

established,
 

which
 

provides
 

the
 

experimental
 

means
 

to
 

study
 

the
 

regulatory
 

roles
 

of
 

Tlr4
 

expression
 

of
 

intestinal
 

epithelial
 

cells
 

in
 

diseases.
【Keywords】　 Tlr4

 

gene;
 

intestinal
 

mucosal;
 

CRISPR / Cas9;
 

Cre / Loxp;
 

gene
 

knockout
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　 　 Tlr4(toll-like
 

receptor
 

4,TLR4)基因位于 9 号染

色体(9q32-q33)上,是由 4 个外显子和 3 个内含子

组成的模式识别受体[1] 。 TLR4 既可被外源性脂多

糖激活,也可识别内源性配体,如高迁移率族蛋白

B1、热休克蛋白等,引起下游信号通路的激活,分泌

细胞因子,发挥免疫调节作用[2] 。 TLR4 广泛表达

于多种免疫细胞及上皮细胞中,其中肠上皮细胞的

TLR4 可“感受”肠道微生态变化,具有调节和维持

肠黏膜局部和机体的免疫稳态的重要作用[3] 。
肠上皮细胞持续暴露于肠道微生态,生理状态

下,肠上皮 TLR4 表达较低以耐受肠道菌群,避免过

度免疫反应引起肠道的损伤[4] 。 一旦菌群失调或

者其他因素导致肠上皮 TLR4 信号通路异常激活,
就会导致多种肠道疾病的发生, 如肠易激综合

征[5] 、克罗恩病[6] 、胃肠道肿瘤等[7] 。 肠上皮 TLR4
的异常表达甚至参与机体其他系统疾病的发生发

展,如心脑血管疾病等[8] 。 本研究利用 CRISP / Cas9
技术成功构建 Tlr4f / f

 

cre
 

T 基因鼠,同时评价该基因

鼠的一般生物学特征,进一步从大体形态-组织学

结构-细胞-细胞因子层面较全面评价 Tlr4f / fcre
 

T
基因鼠的免疫学特征。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

SPF 级 BALB / c 野生型小鼠,每组小鼠均为雌、
雄各 3 只,6 周龄,体重约为 20

 

g,购自北京维通利

华公司【 SCXK(京) 2021-0006】。 SPF 级 Tlr4f / f
 

cre
 

W 及 Tlr4f / f
 

cre
 

T 小鼠,遗传背景 BALB / cJGpt,每组

小鼠均为雌、雄各 3 只,6 周龄,体重约为 20
 

g。 购

自江苏集萃药康生物科技有限公司 【 SCXK ( 苏)
2018-0008】。 饲养环境:小鼠于屏障环境饲养,自
由饮水,环境温度 20

 

~
 

26℃ ,湿度 40%
 

~
 

70%,光
照 / 昼夜 12

 

h 交替。 实验动物饲养于天津中医药大

学实验动物中心【 SYXK(津) 2020-0005】。 所有操

作均符合天津中医药大学实验动物伦理学要求

(TCM-LAEC2020074)。

1. 1. 2　 主要试剂与仪器

PCR 扩增试剂(上海翌圣公司);TLR4 抗体(贝

茵莱生物科技有限公司);CK-18(博奥森生物技术

有 限 公 司 ); 异 硫 氰 酸 荧 光 素 ( fluorescein
 

isothiocyanate,FITC)标记山羊抗兔 IgG、Alexa
 

Fluor
 

647 标记山羊抗小鼠 IgG(上海翌圣生物科技股份有

限公司);琼脂糖、小鼠组织淋巴细胞分离液(北京

索莱宝科技有限公司);免疫细胞表型鉴定试剂:别
藻青蛋白( Allophycocyanin,APC) 标记的抗 CD8 抗

体(CD8-APC)、CD49-APC、CD11b-FITC、CD4-FITC、
TCRγδ-FITC、CD11c-FITC、Guava 流式细胞仪(Guava

 

flow
 

cytometry,Millipore 公司,美国);ELISA 检测试剂

盒(杭州联科生物有限公司)。 目的基因 loxP、Cre 上、
下游引物由江苏集萃药康公司设计,上海生工生物工

程技术服务有限公司,loxP 基因(扩增片段 294
 

bp):上
游 引 物 Tlr4-5wt-tF1

 

5 ’-CACAGTAAAGTTCGTAAC
 

CTTTGG-3’;下游引物 Tlr4-5wt-tR1
 

5’-AATTGCTGTG
 

CTATTGCTTGGG-3’,Cre 基因(扩增片段长度 567
 

bp):
上游 引 物: Vil1-ProF1

 

5’-GTGTTTGGTTTGGTTTCCT
 

CTGCATAAGA-3’;下游引物: Cre5R1
 

5 ’-GCAGGC
 

AAATTTTGGTGTACGGTCA-3’。 XR+型凝胶成像仪

(Molecular
 

Imager
 

Gel
 

Doc
 

XR+
 

system,BIO-RAD 公

司,美国); Varioskan
 

Flash 全波长多功能酶标仪

( Full
 

wavelength
 

multi-function
 

microplate
 

reader,
Thermo 公司,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 Tlr4f / f
 

cre
 

T 鼠的构建及繁育

根据 CRISPR / Cas9 技术原理,将 sgRNA、Cas9
蛋白和打靶载体显微注射到小鼠受精卵,经胚胎

移植,获得阳性 F0 代小鼠,阳性 F0 代小鼠与野生

型小鼠配繁得到 F1 代(Tlr4 flox / - ) 杂合子小鼠。 将

Tlr4 flox / -小鼠自交获得 Tlr4 flox / flox 小鼠,将 Tlr4 flox / flox

小鼠与 Provilli-Cre
 

T 小鼠交配,筛选出子代基因型

Tlr4 flox / - / ProCre+ / -小鼠,将其与 Tlr4 flox / flox 配繁,获

得子代基因型 Tlr4 f / f
 

cre
 

T 和 Tlr4 f / f
 

cre
 

W 小鼠。
1. 2. 2　 PCR 技术鉴定小鼠的基因型

无菌剪取鼠耳 ( 1
 

×
 

1
 

mm2 ),采用酶裂解法

437
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55℃裂解 12
 

h(蛋白酶 K 终浓度 20
 

mg / mL),乙醇

沉淀法提取小鼠基因组 DNA,以所得 DNA 为模板

进行 PCR 扩增,50
 

μL 反应体系如下:2
 

×
 

Hieff
 

PCR
 

Master
 

Mix
 

25
 

μL、上游引物(10
 

μmol / L)2
 

μL、下游

引物(10
 

μmol / L) 2
 

μL、模板 DNA
 

5
 

μL、去离子水

补足至 50
 

μL。 反应条件:94℃
 

3
 

min;94℃
 

30
 

s,
56℃

 

30
 

s,72℃
 

1
 

min,共 40 个循环;72℃
 

10
 

min。
使用 1%琼脂糖凝胶与核酸染料对 PCR 扩增产物进

行可视化,在凝胶成像仪中观察结果并拍照。
1. 2. 3　 免疫荧光鉴定肠上皮 TLR4 蛋白表达

取 5
 

μm 厚的小肠冰冻切片,室温 5%山羊血清

封闭 1
 

h,一抗 TLR4(1 ∶ 500)、CK-18(1 ∶ 500),4℃
孵育过夜。 次日切片复温,荧光二抗 FITC(1 ∶ 100)
Alexa

 

Fluor
 

647 ( 1 ∶ 400) 孵育 0. 5
 

h, PBS 冲洗,
DAPI 复染,荧光显微镜观察并拍照。
1. 2. 4　 免疫器官组织形态学观察

脱颈处死小鼠,立即切取脾、肝和胸腺(各 5
 

×
 

5
 

mm2)4%多聚甲醛中固定,24
 

h 换固定液 1 次,固定

48
 

h,脱水、透明、石蜡包埋,切片厚度 5
 

μm。 HE 染

色,光学显微镜下观察拍照。
1. 2. 5　 脾淋巴细胞增殖实验

脱颈处死小鼠,研磨脾,淋巴细胞分离试剂盒

分离脾淋巴细胞,每毫升 5
 

×
 

106 个淋巴细胞悬液

接种 96 孔培养板,加入 5
 

μg / mL 刀豆蛋白,培养

48
 

h 后,CCK-8 检测淋巴细胞的增殖。 刺激指数

(SI) 计算公式为:SI
 

= ( OD450 刺激-OD450 对照) /
(OD450 未刺激-OD450 对照) [9] 。
1. 2. 6　 流式细胞术检测肠黏膜免疫细胞

脱颈处死小鼠,分离小肠,纵向剖开冲洗,剪成

1
 

~
 

2
 

cm 小段,于含 EDTA 和 DTT 的裂解液充分裂

解(37℃ 、200
 

r / min 摇床 20
 

min,3 次),40
 

μm 滤网

过滤裂解液,Percoll 梯度离心法分离滤液,小心吸

取中间乳白色细胞层,PBS 清洗,每 1. 5
 

mL
 

EP 管中

1
 

×
 

106 个细胞,分别加入荧光基团标记的抗体,4℃
避光孵育 30

 

min,PBS 洗涤细胞,1
 

mL
 

PBS 重悬细

胞,避光,流式细胞仪进行检测[10] 。
1. 2. 7　 ELISA 技术检测血清和肠黏膜细胞因子

水平

目内 眦 采 血 并 收 集 血 液, 4℃ 静 置 4
 

h,
4000

 

r / min,离心 10
 

min,得到血清,分装并保存于

-80℃待测。 脱颈处死小鼠,分离小肠,纵向剖开,
生理盐水漂洗,吸水纸吸取多余水分,刮取黏膜、匀

浆,匀浆液分装保存于-80℃ 待测。 按照 ELISA 检

测试剂盒流程操作,测量酶标仪 450
 

nm 吸光度

(OD)值,按照公式计算细胞因子的含量。
1. 3　 统计学分析

所有数据均用 Graph
 

Pad
 

Prism
 

5 和 SPSS
 

17. 0
软件处理,两组间数据比较使用独立样本 t 检验,多
组间数据比较使用单因素 ANOVA 分析。 P

 

<
 

0. 05
表示具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 Tlr4f / f
 

cre
 

T 鼠的构建及一般生物学特征观察

Tlr4 flox / flox 基因小鼠是在 Tlr4 基因 2 号外显子

(167
 

bp)两端插入 Loxp 位点(图 1A) ,1
 

~
 

7 号泳

道内检测的结果为 Tlr4 flox
 

/
 

flox 小鼠,8 号泳道检测

结果为野生型小鼠(图 1C) 。 与表达 Cre 的转基因

小鼠交配,从而获得 Cre 重组酶切除肠上皮 Tlr4
基因的条件敲除小鼠。 雄性 Tlr4 flox / - / Pro

 

Cre+小鼠

与雄性 Tlr4 flox / flox 小鼠杂交后代进行基因鉴定,2 ~
6,8 ~ 9 号泳道内检测的结果为 Tlr4 flox / flox

 

/ ProCre+

小鼠(图 1D) ,即肠上皮 Tlr4 特异性敲除( Tlr4 f / f
 

cre
 

T)鼠。 免疫荧光双染结果显示:与 BALB / c 组

相比,Tlr4 f / f
 

cre
 

W 鼠肠上皮 TLR4 荧光强度无减

弱,而 Tlr4 f / f
 

cre
 

T 鼠肠上皮 TLR4 荧光强度显著减

弱(图 1F) 。 Tlr4 f / f
 

cre
 

T 鼠生长发育良好,毛发柔

顺有光泽,身长及体重等未表现出区别于 BALB / c
野生型鼠的差异(图 1B,1E) 。 Tlr4 f / f

 

cre
 

T 母鼠每

胎产 8
 

~
 

10 只幼鼠,幼鼠成活率
 

>
 

90%。 6 周龄

Tlr4 f / f
 

cre
 

T 鼠与 BALB / c 鼠相比每日饮水、饮食和

体重无明显差异。 Tlr4 f / f
 

cre
 

T 鼠的构建策略及鉴

定结果合格,基因特异性敲除对一般生物学特征

无显著影响。
2. 2　 Tlr4f / f

 

cre
 

T 鼠主要免疫器官的组织学分析

与 BALB / c 鼠比,Tlr4f / f
 

cre
 

W 及 Tlr4f / f
 

cre
 

T 鼠

的胸腺、脾及肝的大体形态均未见异常变化,各脏

器指数均无显著性差异 ( 图 2A, 2B, 2C)。 Tlr4f / f
 

creW 及 Tlr4f / f
 

cre
 

T 鼠上述 3 个器官的 HE 染色光

镜下的形态结构未见异常改变:胸腺内有明确的皮

质和髓质、且皮质 / 髓质无异常改变(图 2D),脾的

切面可见白髓和红髓结构、且两者比例正常 ( 图

2E),肝的肝小叶呈多边形,其中央可见中央静脉,
围绕中央静脉是迷路样肝索以及肝血窦(图 2F),肝
小叶之间可见有门管区。

537
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注:A:Tlr4f / f
 

cre
 

T 鼠的构建策略与流程图;B:小鼠体重;C,D:小鼠耳组织 DNA 经 PCR 扩增后电泳条带;E:小鼠外形体征;F:小鼠肠上皮

TLR4 免疫荧光图。

图 1　 Tlr4f / f
 

cre
 

T 鼠的构建策略及鉴定结果

Note.
 

A.
 

Strategy
 

and
 

flow
 

chart
 

of
 

Tlr4f / f
 

cre
 

T
 

mice.
 

B.
 

Mice
 

weight. C,
 

D.
 

Electrophoresis
 

band
 

of
 

PCR
 

amplification
 

of
 

mice
 

ear
 

tissue
 

DNA.
 

E.
 

Appearance
 

and
 

signs
 

of
 

mice.
 

F.
 

Intestinal
 

epithelium
 

TLR4
 

immunofluorescence.
 

Figure
 

1　 Strategy
 

and
 

identification
 

of
 

Tlr4f / f
 

cre
 

T
 

mice
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注:A,B,C:胸腺、脾、肝外形特征及指数;D,E,F:胸腺、脾、肝结构 HE 染色。

图 2　 Tlr4f / f
 

cre
 

T 鼠主要免疫器官的形态学观察

Note.
 

A,
 

B,
 

C.
 

Thymus,
 

spleen,
 

liver
 

profile
 

and
 

index.
 

D,
 

E,
 

F.
 

Thymus,
 

spleen,
 

liver
 

tissuein
 

the
 

HE
 

stained
 

histopathological
 

images.

Figure
 

2　 Morphology
 

observation
 

of
 

the
 

main
 

organs
 

of
 

Tlr4f / f
 

cre
 

T
 

mice
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2. 3　 肠上皮 Tlr4 特异性敲除对脾淋巴细胞增殖及

血清细胞因子的影响

注:A:脾淋巴细胞刺激指数柱状图;B
 

~
 

I:血清细胞因子浓度 IFN-γ、IL-1β、IL-2、IL-4、IL-6、IL-7、IL-10、IL-12。

图 3　 肠上皮 Tlr4 特异性敲除对脾淋巴细胞增殖及血清细胞因子的影响

Note.
 

A.
 

The
 

stimulation
 

index
 

of
 

splenic
 

lymphocyte
 

proliferation.
 

B
 

~
 

I.
 

Serum
 

cytokine
 

concentrations
 

IFN-γ,
 

IL-1β,
 

IL-2,
 

IL-4,
 

IL-6,
 

IL-7,
 

IL-10,
 

IL-12.

Figure
 

3　 Changes
 

of
 

effects
 

of
 

Tlr4
 

specific
 

knockout
 

of
 

intestinal
 

epithelium
 

on
 

splenic
 

lymphocyte
 

proliferation
 

and
 

serum
 

cytokines

与 BALB / c 鼠相比,Tlr4f / f
 

cre
 

W 和 Tlr4f / f
 

cre
 

T
鼠的脾淋巴细胞刺激指数均无明显差异,提示小鼠

肠上皮 Tlr4 特异性敲除对脾淋巴细胞增殖活性无

显著影响(图 3A)。 与 BALB / c 鼠比,Tlr4f / f
 

cre
 

W
和 Tlr4f / f

 

cre
 

T 鼠血清因子如 IFN-γ(图 3B)、IL-1β
(图 3C)、IL-2(图 3D)、IL-4(图 3E)、IL-6(图 3F)、
IL-7(图 3G)、IL-10(图 3H)、IL-12(图 3I),均无明显

差异,提示小鼠肠上皮 Tlr4 特异性敲除对上述血清

细胞因子无显著影响。

2. 4　 肠上皮 Tlr4 特异性敲除对肠黏膜免疫细胞及

细胞因子的影响

与 BALB / c 鼠比,Tlr4f / f
 

cre
 

W 鼠肠黏膜主要相
关免疫细胞包括 CD4+ T 细胞、CD8+ T 细胞、γδT 细

胞、巨噬细胞、NK 细胞及树突状细胞,数量和比例

无显著性差异(图 4A ~ 4F);与 BALB / c 鼠比,Tlr4f / f
 

cre
 

T 鼠肠黏膜 CD4+ T 和 γδT 细胞数量和比例显著

降低,其余 4 种免疫细胞无差异性改变 ( 图 4A,
4C)。

肠黏膜细胞因子包括 IFN-γ、IL-1β、IL-2、IL-4、
IL-6、 IL-7、 IL-12、 IL-10, BALB / c、 Tlr4f / f

 

cre
 

W 及
Tlr4f / f

 

cre
 

T 三组间相比无显著性差异(图 4G ~ 4N)。
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注:A~
 

F:肠黏膜 CD4+ 、CD8+ 、γδT 淋巴细胞及肠黏膜巨噬细胞、NK 细胞、肠黏膜树突状细胞;G
 

~
 

N:肠黏膜细胞因子浓度如 IFN-γ、
IL-1β、IL-2、IL-4、IL-6、IL-7、IL-10、IL-12。

图 4　 肠上皮 Tlr4 特异性敲除对肠黏膜免疫细胞及细胞因子的影响

Note.
 

A
 

~
 

F.
 

Intestinal
 

mucosa
 

CD4+ 、 CD8+ 、 γδT
 

lymphocytes
 

and
 

macrophages,
 

NK,
 

dendritic
 

cell
 

in
 

intestinal
 

mucos.
 

G
 

~
 

N.
 

The
 

concentrations
 

of
 

cytokines
 

in
 

the
 

intestinal
 

mucosa
 

such
 

as
 

IFN-γ,
 

IL-1β,
 

IL-2,
 

IL-4,
 

IL-6,
 

IL-7,
 

IL-10,
 

IL-12.
 

Figure
 

4　 Changes
 

of
 

effects
 

of
 

Tlr4
 

specific
 

knockout
 

of
 

intestinal
 

epithelium
 

on
 

intestinal
 

mucosal
 

immune
 

cells
 

and
 

cytokines
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3　 讨论

肠上皮 TLR4 的过度激活不仅引起肠道疾病,
同时与肿瘤、代谢综合征的发生密切相关[11] ,目前

大多数研究采用的都是小分子抑制剂或全身敲除

的方式来抑制 TLR4 的激活,具有器官靶向性差的

局限性[12-13] ,不能准确的阐述肠上皮 TLR4 在疾病

中的作用。 因此本研究利用 CRISP / Cas9 技术成功

构建了肠上皮 Tlr4 特异性敲除基因鼠( Tlr4f / f
 

cre
 

T),评估其免疫特征,为研究肠上皮 TLR4 在疾病中

的作用以及临床治疗提供新的手段。 实验结果显

示,除 Tlr4f / f
 

cre
 

T 基因鼠肠黏膜局部 CD4+ T 淋巴细

胞及 γδT 细胞比例明显下降以外,在一般生物学特

征、繁育能力、子代存活率以及免疫特征方面 Tlr4f / f
 

cre
 

T 相较于 BALB / c 均无显著性改变,因此我们猜

测 TLR4 的表达与 CD4+ T 及 γδT 细胞数量存在密切

联系,并进行了相关文献调研及实验研究。
文献表明:肠黏膜淋巴细胞的募集受肠上皮

TLR4 的调控,且 CD4+ T 细胞的数量与 TLR4 密切相

关,如在新生儿坏死性小肠结肠炎中,肠上皮 TLR4
激活导致同源趋化因子配体 25 大量分泌,进而募集

更多 CD4+ T 细胞到病变部位, 导致其病情的加

重[14] 。 肠上皮细胞 TLR4 信号通路的激活,释放单

核细胞趋化蛋白- 1 和人中性粒细胞趋化因子- 1,
显著上调肠黏膜 CD4+淋巴细胞比例,增强肠黏膜免

疫[15] 。 正常生理状态下,肠上皮 TLR4 感受肠道微

生态的动态变化,从而维持肠黏膜 CD4+ T 细胞动态

平衡[16] 。 通过实验,认为特异性敲除肠上皮 Tlr4 基

因,导致其无法感受肠道微生态信号,可能是导致

肠黏膜 CD4+ T 淋巴细胞显著减少的主要原因。 肠

上皮与 γδT 细胞的相互作用对于肠黏膜免疫的稳

态至关重要。 肠上皮 γδT 可调节和修复上皮屏障,
调控肠上皮细胞生长和分化都具有重要影响[17] 。
此外,肠黏膜局部细胞因子如 IL-1α、IL-15、IL-18、
IL-21、IL-7 等,对于肠上皮 γδT 细胞的增殖至关重

要[18-20] ,前期研究表明,肠上皮 TLR4 / MyD88 非依

赖通路的激活可以促进肠黏膜 IL-7 水平显著增

高[21] 。 本研究结果显示 Tlr4f / f
 

cre
 

T 小鼠的肠黏膜

γδT 显著减少,肠黏膜细胞因子的水平无显著性差

异。 考虑肠黏膜 γδT 细胞数量受到多种复杂因素

的影响,并非受肠黏膜细胞因子单因素造成肠黏膜

γδT 的数量减少。 因此在未来的研究中我们将继续

深入探索,明确其具体机制。

肠黏膜免疫系统是中药发挥免疫药效、调节人

体免疫功能的重要途径,同时中药大分子如蛋白

质、多肽、多糖等依赖于菌群的分解发挥效用,如甘

草多糖通过调节肠道菌群、激活肠黏膜免疫发挥抑

制荷瘤鼠移植瘤增长的作用[22] ,然而作为识别肠道

菌群和调节肠黏膜稳态的肠上皮 TLR4 在其中的作

用机制,尚不明了。 后续研究将利用 Tlr4f / f
 

cre
 

T 基

因鼠,探讨口服生物利用度极低的中药多糖抑制皮

下移植瘤的作用机制,并进一步明确肠上皮 TLR4
信号通路的角色作用。 鉴于肠上皮 TLR4 的激活在

肠道疾病、肿瘤、代谢性疾病等密切相关,通过构建

肠上皮 Tlr4 特异性敲除小鼠,为研究其机制、治疗

方法提供技术支持。
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